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ABSTRACT: 

PCT No. PCT/EP97/04665 Sec. 371 Date May 22, 1998 Sec. 102(e) Date May 22, 1998 PCT 
Filed Aug. 27, 1997 PCT Pub. No. WO98/09154 PCT Pub. Date Mar. 5, 1998System and 
method for distinguishing at least two types of molecule groups that are bound to analyte 
molecules and which have different fluorescent characteristics. The system performs 
differentiation using time-resolved fluorescence measurement and includes a light source that 
exposes a first sample volume to light that is suitable for exciting the at least two types of 
molecule groups to fluorescence. The system also includes a detector for detecting 
fluorescence radiation emitted from a second sample volume that at least partially overlaps the 
first sample volume, and a control unit that is designed to activate the light source for a time 
interval T1 and, after time interval T2 has passed, to activate the detector for a time interval T3. 
According to this system, the illumination and detection of emitted fluorescence radiation is 
performed at least 1 ,000 times per millisecond, the detector signals recorded with a recording 
unit during time interval T3 are evaluated using an evaluation unit, and the signal overtime during 
time interval T3 is used to determine which of the at least two groups of molecules is contained in 
the overlapping sample volume. 
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(54) Title: SYSTEM FOR DISTINGUISHING FLUORESCENT MOLECULE GROUPS BY TIME RESOLVED FLUORESCENCE 
MEASUREMENT 

(54) Bezelchnung: SYSTEM ZUR UNTERSCHEIDUNG FLUORESZIERENDER MOLEK0LGRUPPEN DURCH ZEITAUFGELOSTE 
FLUORESZENZMESSUNG 

(57) Abstract 

A system and process are disclosed for distinguishing at least two 
types of molecule groups having a different degree of fluorescence and 
bound to an analyte molecule by time resolved fluorescence measuremenL 
A light source (5) irradiates a first sample volume with light suitable for 
exciting the fluorescence of the at feast two types of molecule groups. A 
detector (2) detects the fluorescent radiation emitted by a second sample 
volume which at least partially overlaps the first sample volume. A 
control unit is designed to activate the light source for a time interval Tj 
and to activate the detector for a time interval T3 after a time interval T2 
has elapsed. The irradiation and detection of emitted fluorescent radiation 
are carried out at least 1000 times per millisecond. The detector signals 
recorded by a recording unit during the time intervals T3 are evaluated 
by an evaluation unit The molecule groups contained in the overlapping 
sample volume are determined from the variation in time of the signals 
during the time interval T3. 

(57) Zusairimenfasarng 

System und Verfahren zur Unterschektung von mindestens zwei 
unterschiedlich fluoreszierenden Arten von Moleldugnipp^ die an Analytmoiekttle gebunden sind, durch zeitaufgeldste ttuoreszeumcssunjr 
mit drier Lichtquelle (5), die ein erstes Probevolumen mit Licht bestrahlt, das geeignet 1st, die mindestens zwei Arten von MofekfllmiDDen 
zur Fluoreszenz anzuregen, sowie mit emem Detektor (2) zur Detektion von aus einem zweiten, mit dem ersten Probevolumen zummdest 
teflweise uoeriappenden Probevolumen cmittierter Ftomeszeiizstrahlung und mit einer Steuercmheit, die dazu auseeleet ist die Lfchtouelfe 
fur ein Zeitintervall T, zu attvieren und nach Vcrstreichen eines Zeitintervalls T 2 den Detektor fur ein Zeitintervall T 3 zu aWvieren wobei 
die Bestrahlung und Detektion cmittierter Fluoreszenzstrahlung mindestens lOOOfach pro Millisekunde durchgefuhrt wild die w&hrend der 
Zeirintervalle T3 nut einer Aufhahmeeinheit aufgenommenen Detektorsignale durch eine Auswertceinheit ausgewertet werden und aus den 
zeitlichen Signalveriaufen im Zeitintervall T 3 ermittelt wird, welche der mindestens zwei MolekOlgruppen im Oberlaprjenden Probevolumen 
enthalten ist. 
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System zur Unterscheidung fluoreszierender Molekulgruppen durch zeitaufgeloste 
Fluoreszenzmessang 


Die vorliegende Erfindung betriffl ein System zur Unterscheidung von mindestens zwei 
unterschiedlich fluoreszierenden Arten von Molekulgruppen, die an Analytmolekiile gebun- 
den sind, durch zeitaufgel6ste Fluoreszenzmessung mit einer Lichtquelle, die ein erstes 
Probevolumen mit Licht bestrahlt, das geeignet ist, die mindestens zwei Arten von Mole- 
kulgruppen zur Fluoreszenz anzuregen sowie mit einem Detektor zur Detektion von aus 
einem zweiten, mit dem ersten Probevolumen zumindest teilweise uberlappenden Probe- 
volumen emittierter Fluoreszenzstrablung und mit einer Steuereinheit, die dazu ausgelegt 
ist, die Lichtquelle fur ein Zeitintervall T, zu aktivieren und nach Verstreichen eines Zeit- 
intervalls T 2 den Detektor fur ein Zeitintervall T, zu aktivieren, wobei die Bestrahlung und 
Detektion emittierter Fluoreszenzstrahlung mindestens lOOOfach pro Millisekunde durchge- 
fuhrt wird, die wahrend der Zeitintervalle T, mit einer Aufhahmeeinheit aufgenommenen 
Detektorsignale durch eine Auswerteeinheit ausgewertet werden und aus den zeitlichen 
Signalveriaufen im Zeitintervall T, ennittelt wird, welche der mindestens zwei Molekul- 
gruppen im uberlappenden Probevolumen enthahen ist. 

Die vorliegende Erfindung fallt in das Gebiet der chemischen Analytik durch Detektion an- 
geregter Ruoreszenzstrahlung. Derartige analytische Verfahren haben sehr breite Anwen- 
dungsmoglichkeiten, wobei jedoch in letzter Zeit starker das Anwendungsgebiet der Bio- 
chemie in den Vordergrund tritt. Insbesondere kann die Detektion von Fluoreszenzstrahlung 
herangezogen werden, eine Sequenzierung von Nukleinsauren vorzunehmen, wie bei- 
spielsweise in EP-B-0 157 280 beschrieben. Bei diesem Verfahren zur Sequenzierung wer- 
den klonierte DNA-Strange hergestellt, von denen Fragmente gebUdet werden. deren Ende 
mit Basen A, G, C und T versehen sind, die fluoreszierend markiert sind. Weiterhin sind im 
Stand der Technik Apparaturen bekannt, wie beispielsweise in US-5,252,834 beschrieben, 
mit denen es Qber eine geeignete zeidiche Abstimmung des Anregungslichtes und des de- 
tektierten Fluoreszenzhchtes moglich ist, unerwunschte Hintergrundstrahlung auszu- 
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schlieBen. Die in US-5,252,834 beschriebene Apparatur verwendet jedoch eine apparativ 
aufwendige spektrale Analyse der emittierten Fluoreszenzstrahlung, um Analytmolekule zu 
identifizieren. 

In der EP- A-0 563 998 wird bereits ein Verfahren zur Detektion von Biomolekulen be- 
schrieben, das auf einer zeitaufgelosten Laserspektroskopie basiert. Das hier beschriebene 
Verfahren basiert darauf, dafl die nachzuweisenden Molekule durch verschiedene Fluores- 
zenzfarbstofFe markiert werden, die unterschiedliche Fluoreszenzlebensdauern besitzen. Die 
Fluoreszenzlebensdauern werden durch eine zeitaufgeldste Fluoreszenzspektroskopie 
voneinander unterschieden, wobei zur Unterdriickung von Hintergrundstrahlung die 
emittierte Fluoreszenz gegentkber dem Anregungslicht zeitlich verzogert detektiert wird. 

Die beschriebenen Verfahren und Vorrichtungen des Standes der Technik basieren darauf, 
dafl eine groflere Zahl von Molekulen gleicher Fluoreszenzeigenschaften vorhanden sind, so 
daB ein Nachweis und eine Charakterisierung der fluoreszierenden Molekule moglich ist. 
Um dies zu erreichen, mussen entweder ausreichend hohe Molekulkonzentrationen vor- 
handen sein oder es muB ein ausreichend groBes Probevolumen bestrahlt werden. Beide 
Vorgehensweisen, die darauf abstellen, Fluoreszenzlicht von einer groBeren Zahl von 
Molekulen zu empfangen, besitzen den Nachteil, daB das Molekulensemble nicht not- 
wendigerweise homogen sein muB, d. h. daB gegebenenfalls Molekule unterschiedlicher 
Fluoreszenzeigenschaften detektiert werden. Wird eine Auswertung der Fluoreszenzstrah- 
lung gemaB der Fluoreszenzlebensdauer vorgenommen, so wird dem betrachteten Mole- 
kulensemble eine gemeinsame und daher gemittelte Fluoreszenzlebensdauer zugeordnet. 
Dies kann zu einem Versagen der Zuordnung bzw. zu einer Fehlinterpretation fiihren. 
Weiterhin besitzen die Verfahren des Standes der Technik den Nachteil, daB bei Vor- 
handensein von nur sehr wenigen Molekulen einer Sorte aufgrund statistischer Signal- 
schwankungen sowie aufgrund geringer Signalintensitaten keine sichere Zuordnung zu einer 
Gruppe von Molekulen erfolgen kann. 

Die vorgenannten Nachteile des Standes der Technik werden durch ein System zur Unter- 
scheidung unterschiedlicher Arten fluoreszierender Molekulgruppen gemaB Anspruch 1 
behoben. Insbesondere ist mit einem System der vorliegenden Erfindung eine sichere Unter- 
scheidung und Zuordnung der untersuchten Molekule zu bestimmten Gruppen auch dann 
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moglich, wenn nur wenige oder gar einzelne Molekiile im untersuchten Probevohunen vor- 
handen sind. Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung ist es, dafl es geeignet ist, sehr 
kleine Probevolumina zu untersuchen. Dies erdffiiet die MSglichkeit, Detektionssysteme, 
wie sie beispielsweise bei derDNA-Sequenzierung eingesetrt werden, stark zu miniaturi- 
sieren. 

Im Bereich der chemischen Analytik haben sich Fluoreszenztechniken aufgrund ihrer Ein- 
fachheit und hohen Empfindlichkeit ein breites Anwendungsgebiet erschlossen. Insbe- 
sondere stehen bei der Fluoreszenzanalytik solche Verfahren im Vordergrund, bei denen 
nicht die Eigenfluoreszenz der Analytmolekule ausgenutzt wird, sondern die Analytmo- 
lekule zunachst spezifisch an geeignet fluoreszierende Molekulgruppen gebunden werden. 
Daher sind Fluoreszenztechniken, besonders in Verbindung mit immunologischen Assays 
oder NuWeinsaurenachweisen, von groBerBedeutung, da hier spezifisch immunoiogische 
Affinitaten oder selektive Hybridisierungseigenschaften von Oligonukleotiden an Analyt- 
Nukleinsauren ausgenutzt werden konnen. Die spezifisch an den AnaJyten bindefShigen 
Substanzen, wie z. B. Antikorper oder DetektionsoligonukJeotide, werden im Folgenden als 
Detektionsmolekule bezeichnet. Sie sind ihrerseits direkt oder indirekt an fluoreszierende 
Molekulgruppen gebunden. Die fluoreszierenden Molekulgruppen konnen weitestgehend 
unabhangig von dem im jeweiligen Fall nachzuweisenden Analytmolekul und der speziflsch 
bindefahigen Substanz ausgewahlt werden. Bevorzugt werden solche FluoreszenzfarbstofFe 
eingesetzt, die giinstige Eigenschaften, wie eine hohe Quantenausbeute, hohe Photostabilitat 
und/oder einen geeipeten Absorptionsbereich aufweisen, ohne daB diese Auswahl wesent- 
lichen Einschrankungen durch das jeweils nachzuweisende AnalytmolekOl unterworfen ist. 

Fluoreszenztechniken sind in ihrer Empfindlichkeit hauptsachlich durch die Untergrund- 
fluoreszenz der Probe und gegebenenfalls des Probentragers limitiert. Erfindungsgemafl 
wird die Detektion emittierten Fluoreszenzlichtes erst vorgenommen, wenn nach der 
Huoreszenzanregung eine vorgegebene Zeit verstrichen ist Durch das Setzen eines Zeit- 
fensters zwischen der Fluoreszenzanregung und der Detektion emittierter Fluoreszenz wird 
verhindert, dafl die spontane Emission der Probe bzw. des Probengefafles zum gemessenen 
Fluoreszenzsignal beitragt. Das Zeitintervall T 2 zwischen Bestrahlung des Probevolumens 
und Aktivierung des Detektors liegt bevorzugt zwischen 0,1 und 10 ns. 
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Eine weitere MaBnahme, die erfindungsgemaB zur Empfindlichkeitssteigerung vorge- 
nommen wird, besteht darin, daB lediglich ein kleines Probevolumen vorzugsweise zwischen 
0,05 und 10 Femtoliter mit Licht bestrahlt wird, das geeignet ist, die fluoreszierenden 
Molekulgruppen anzuregen. Auf diese Weise kann verhindert werden, daB Fluoreszenz von 
auBerhalb des untersuchten Bereiches zum Signal beitr&gt Herkommliche Verfahren zur 
Fluoreszenzanalyse gehen davon aus, daB die emittierte Fluoreszenz von einem Molekiil- 
ensemble ausgeht, das mehrere tausend oder mehrere hunderttausend Molekule urnfaBt. 
Hierdurch ist einerseits gewahrleistet, daB die Signalintensitat ausreichend hoch ist und 
weiterhin eine statistische Verteilung von Fluoreszenzlebensdauern sowie Fluoreszenz- 
frequenzen gegeben ist. Bei den erfindungsgemaB untersuchten sehr kleinen Probenvolu- 
mina liegen im bestrahlten Probenvolumen jedoch nur wenige Molekule vor. Erfindungs- 
gemaB wurde gefunden, daB eine statistische Auswertung der Fluoreszenzlebensdauer der 
bestrahlten Molekule trotz der geringen Zahl von Molekulen moglich ist, indem das gleiche 
Probevolumen mindestens lOOOfach innerhalb einer Millisekunde bestrahlt und nach den Be- 
strahlungen die emittierte Fluoreszenzstrahlung ausgewertet wird. Diese Erkenntnis steht im 
Widerspmch zu den in der einschlagigen Literatur vorherrschenden Ansichten. In dem 
Artikel "Single Molecule Detection in Capillary Electrophoresis: Molecular shot noise as a 
fundamental limit to chemical analysis' 9 in Analytical Chemistry, Band 68, Seiten 690 - 696 
(1996) von D. Chen und NJ. Dovichi, wird beschrieben, daB fur eine Fluoreszenzanalyse 
mindestens ein Ensemble von 10 4 Analytmolekulen vorhanden sein muB, um die durch 
statistische Schwankungen verursachte Impr&zision auf unter 1 % zu senken. Mit dem Ver- 
fahren gemaB der vorliegenden Erfindung kann jedoch auch noch mit einem Ensemble be- 
stehend aus weniger als 10 4 Molekulen dne verlaBliche Unterscheidung der fluoreszieren- 
den Molekulgruppen vorgenommen werden. Vorzugsweise besteht das Molekulensemble 
bei der vorliegenden Erfindung sogar aus einem oder wenigen Molekulen gleicher Sorte. 

Die vorliegende Erfindung kann vorteilhaft im Bereich der klinischen Analytik, insbesondere 
im Bereich der Immunologic oder Nukleinsaureanalytik, angewandt werden. Analyt- 
molekule konnen demgemaB Antigene, Antikorper, Nukleinsauren oder Fragmente davon 
sein. Allgemein kommen als Analytmolekule jegliche Substanzen in Betracht, an die spezi- 
fisch Detelctionsmolekule gebunden werden konnen. Andererseits konnen auch die Analyt- 
molekule selbst erfindungsgemaB nachweisbare fluoreszierende Molekulgruppen enthalten 
oder an diese gebunden sein. Letzterer Fall tritt insbesondere bei einer Sequenzanalyse von 
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Nukleinsauren auf. Beispielsweise ist in diesem Zusammenhang die nach Sanger benannte 
Methode der Sequenzanalyse zu nennen. Bei dieser Methode wird durch enzymatische 
Synthese der Gegenstrang zu einer zu sequenzierenden Nukleinsaure aufgebaut. Hierzu 
wird an eine einzelstrangige Nukleinsaure ein Primer hybridisiert, der unter Einbau von 
Mononukleotiden elongiert wird. Bei der Sequenzanalyse nach Sanger werden neben den 
gewohnlichen Mononukleosid-Triphosphaten auch Mononukleotid-Analoga eingesetzt, die 
einen Kettenabbruch bewirken, d. h. dafl nach ihrem Einbau eine weitere Elongation des 
Stranges unterbunden wird. Im Rahmen der Sequenzanalyse unter Zuhilfenahme der 
Fluoreszenzanalytik werden fur den Kettenabbruch Mononukleotid-Analoga eingesetzt, die 
ein Fluoreszenzlabel enthalten. Dabei werden zur Unterscheidung der vier moglichen 
Mononukleotide unterschiedliche Fluoreszenzferbstoffe verwendet. Im Rahmen der Erfin- 
dung werden diese Fluoreszenzfarbstoffe durch zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung unter- 
schieden und somit festgestellt, durch welche Base der jeweilige Nukleinsaurestrang 
terminiert ist. 

Weiterhin kann die vorliegende Erfindung zur Durchfuhmng von Nukleinsaurehybridisie- 
rungs-Assays eingesetzt werden. Bei einem bevorzugten Testformat wird zunachst eine un- 
markierte Fangsonde, in der Regel ein Oligonukleotid, auf einer Oberflfche immobilisiert. 
Durch Inkubation mit einer Probeflussigkeit findet eine Hybridisierung zwischen Fangsonde 
und Analyt (beispielsweise ein PCR-Produkt) statt. Im Falle eines fluoreszenzmarkierten 
Analyten kann dieser direkt nachgewiesen werden oder der Analyt wird seinersdts wieder- 
um mit einer fluoreszenzmarkierten Nachweissonde detektiert. 

Die vorliegende Erfindung kann weiterhin sehr vorteilhaft zum Nachweis und zur Unter- 
scheidung fluoreszierender MolekQle in Kapillaren eingesetzt werden. Beispielsweise 
konnen Mikrokapillaren mit einem Innendurchmesser von 1 bis 2 \im eingesetzt werden, 
durch die die zu untersuchende Flussigkeit stromt. Zur Untersuchung wird eine Optik ein- 
gesetzt, die in einem Bereich der Mikrokapillare deren gesamten Querschnitt oder zu- 
mindest einen groflen Teil davon erfaBt, so daB das Hindurchtreten eines fluoreszierenden 
Molekuls durch die Kapillare sicher erkannt wird. Mit einer derartigen Anordnung ist es 
beispielsweise moglich, einzelne NukleinsSurestrange zu sequenzieren, indem Basen von 
einem Ende des NukleinsSurestranges nacheinander abgespalten und unter Beibehaltung der 
Reihenfolge durch die KapUlare transportiert werden. Eine Verwendung des erfindungsge- 
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mafien Systems ist weiterhin auch in Verbindung mit konventiellen Techniken, wie HPLC 
oder CGE, moglich. 

Weiterhin unterscheiden sich die Farbstoffe, die voneinander unterschieden werden sollen, 
in ihrer Fluoreszenzlebensdauer. Als Fluoreszenzlebensdauer wird, wie allgemein iiblich, die 
durchschnittliche Zeit bezeichnet, mit der sich ein angeregter Fiuoreszenzfarbstofif im ange- 
regten Zustand befindet. Der Obergang von diesem angeregten Zustand in einen energetisch 
tiefer liegenden Zustand erfolgt spontan und Iiegt in der Kegel im Bereich von Nanosekun- 
den. Da es sich bei dem energetischen Obergang des Molekuls um einen quantenmecha- 
nischen ProzeD handelt, ist die Fluoreszenzlebensdauer eines einzelnen Molekuls unbe- 
stimmt und der Bereich experimented auftretender Fluoreszenzlebensdauern ist durch die 
Heisenbergsche Unscharferelation gegeben. Zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer 
einer Molekulsorte wird im Stand der Technik so verfahren, daO ein ausreichend groQes 
Molekulensemble mit Licht geeigneter Wellenlange bestrahlt und eine groOe Anzahl von 
Molekulen in den angeregten Zustand gebracht wird. Der Ubergang der Molekule in den 
Grundzustand verl&uft im Regelfall nach einer Kinetik erster Ordnung, so daO ein expo- 
nentielles Zerfallsgesetz vorliegt. Durch Integration der zugrunde liegenden DifFerential- 
gleichung erh&lt man die Signalintensitat in Abh&ngigkeit von der Zeit. Durch Auswertung 
des gemessenen Signal-Zeitverlaufes kann auf die Fluoreszenzlebensdauer zuriickge- 
schlossen werden. Diese ist, sofern eine Kinetik erster Ordnung vorliegt, die Zeit, nach der 
die Fluoreszenzintensitat auf 1/e abgefallen ist. ErfindungsgemaB wurde gefunden, daO eine 
Ermittlung der Fluoreszenzlebensdauer auch fur einzelne Molekule moglich ist, wenn die 
Vorgehensweise geeignet gewahlt wird. Eine Bestimmung der mittleren Fluoreszenz- 
lebensdauer erfolgt, indem ein und dasselbe Probenvolumen mindestens lOOOfach innerhalb 
einer Millisekunde mit Licht bestrahlt wird, das geeignet ist, die fluoreszierende Molekul- 
gruppe(n) anzuregen. Bei einer Auswertung der emittierten Fluoreszenzsignale wird davon 
ausgegangen, dafi sich in dem bestrahlten Probevolumen wahrend jeder der Messungen 
Molekule der gleichen Sorte befinden. Dies wird erfindungsgemaB dadurch erreicht, daB ein 
kleines Probevolumen vorzugsweise zwischen 0,05 und 10 Femtoliter untersucht wird und 
durch eine geeignete Verfahrensfiihrung sichergestellt wird, daB sich im bestrahlten 
Probevolumen im wesentlichen nur Molekule gleicher Fluoreszenzlebensdauer befinden. 
ErfindungsgemaB ist es weiterhin wichtig, daB die Messungen an dem Probevolumen inner- 
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halb einer kurzen Zeitspanne, vorzugsweise innerhalb weniger als 50 Millisekunden, statt- 
finden, damit sich Diffusionsprozesse nicht storend auswirken. 

Ruoreszenzfarbstoffe, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet sind, besitzen 
weiterhin eine ausreichend hohe Photostabilitat, d. h. die Farbstoffe iiberstehen eine hohe 
Zahl von Anregungs- und Zerfallszyklen, ohne sich zu zersetzen. Ais besonders geeignet 
haben sich die in der EP-A-0 563 998 genannten Farbstoffe erwiesen. Geeignete Farbstoffe 
kdnnen insbesondere aus der Klasse der Rhodaminderivate, Oxazin und Carbocyamine aus- 
gewfihlt werden. Vorteilhaft werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung mindestens 
2 Arten von fluoreszierenden Molekulen eingesetzt, deren Fluoreszenzlebensdauer ver- 
schieden ist. Im Regelfall bedeutet dies, daO die fluoreszierenden Molekulgruppen als solche 
unterschiedlich sind. Es sind erfindungsgemaB jedoch auch Unterscheidungen moglich, bei 
denen die fluoreszierenden MolekQlgruppen identisch sind, jedoch durch die Wechsel- 
wirkung von fluoreszierender Molekulgruppe und dem Moiekiil, an das sie gebunden ist, 
eine detektierbare Veranderung der Fluoreszenzlebensdauer erfolgt. 

Ein System zur Unterscheidung von Fluoreszenzfarbstoffen durch zeitaufgeldste Fluores- 
zenzmessung besitzt eine Lichtquelle, mit der ein erstes Probevolumen bestrahlt wird. Ge- 
eignete LichtqueUen sind insbesondere Laser, vorzugsweise Diodenlaser und auch Blitz- 
lampen. Die LichtqueUen miissen ausreichend leistungsstark und mit hoher Frequenz repe- 
tierbar sein. Letztere Eigenschaft ist dann gegeben, wenn die Lichtquelle sowohl kurzzeitig 
aktiviert als auch geloscht werden kann. Vorzugsweise liegt die Repetitionsfrequenz der 
verwendeten Uchtquellen oberhalb 10 MHz und besitzt Pulshalbwertszeiten von weniger als 
1 Nanosekunde. Der Emissionsbereich verwendeter LichtqueUen wird so gewahlt, daB im 
Absorptionsbereich der Fluoreszenzfarbstoffe eine ausreichende Lichtleistung, vorzugsweise 
oberhalb 100 mW, vorhanden ist. Andererseits kennen auch bei Vorhandensein einer 
geeigneten LichtqueUe die Fluoreszenzfarbstoffe so ausgewahlt werden, daB ihr Absorp- 
uonsbereich geeignet ist. 

Aufgrund der hauptsachlichen Verwendung des erfindungsgemSBen Systems fur waflrige 
Ldsungen sind LichtqueUen mit Emissionswellenlangen oberhalb 600 nm bevorzugt. Insbe- 
sondere hat sich eine Anwendung der vorliegenden Erfindung im nahen Infrarotgebiet als 
vorteilhaft erwiesen, da hier einerseits geringe Fluoreszenzhintergrundstrahlungen durch die 
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Probe auftreten als auch geeignete Farbstoffe mit unterschiedlichen Fluoreszenzlebens- 
dauern vorhanden sind. In dem besonders bevorzugten Wellenlangenbereich von 630 bis 
670 nm gibt es nur sehr wenige Molekule, die zur Fluoreszenz angeregt werden konnen, 
daher ist in diesem Bereich die natiirliche Untergrundfluoreszenz besonders gering. 

Die Bestrahlung des ersten Probevolumens mit der Lichtquelle kann direkt, d. h. ohne eine 
zwischengeschaltete Optik, erfoigen, wenn der von der Lichtquelle ausgesandte Lichtstrahl 
bereits ausreichend stark fokussiert ist, urn das erfindungsgemafl venvendete, sehr kleine 
Probevolumen zu gewShrleisten. Vorzugsweise wird jedoch der Anregungslichtstrahl durch 
eine mikroskopische Optik auf einen Probenbereich fokussiert. Es ist vorteilhaft, von der 
Probe emittierte Fluoreszenzstrahlung durch dieselbe Mikroskopoptik aufzufangen und auf 
einen Detektor zu leiten. Durch die Venvendung der selben Optik fur die Einkoppelung des 
Anregungslichtes und Auskoppelung der Fluoreszenzstrahlung kann gewahrleistet werden, 
daB die detektierten Signale aus einem eng begrenzten Raumbereich stammen. Bei 
Venvendung einer mikroskopischen Optik ist der Raumbereich in Richtung des Strahles 
durch die abnehmende Scharfe mit raumlicher Entfernung von der Fokalebene durch eine 
Blende begrenzt. In der Ebene senkrecht zum Lichtstrahl ist das Probevolumen durch die 
Gate der Fokussierung und der Blende begrenzt. 

Bestrahlung der Probe und Detektion von Fluoreszenzstrahlung wird erfindungsgemafl so 
vorgenommen, daB ein erstes Probevolumen bestrahlt wird und Fluoreszenzstrahlung aus 
einem zweiten Probevolumen detektiert wird, das zumindest teilweise mit dem ersten 
Probevolumen uberlappt. Eine besonders gute Uberlappung von bestrahltem und ausge- 
wertetem Probenbereich kann erzielt werden, wenn sowohl Einkoppelung des Anregungs- 
lichtes als auch Auskoppelung der Fluoreszenzstrahlung durch die gleiche Optik erfolgt. 

Alternativ zu der vorstehend genannten Ausfuhrungsform kann die Bestrahlung der Probe in 
einer ersten Richtung mit der Lichtquelle erfoigen und emittierte Fluoreszenzstrahlung 
davon unabh&ngig aus einer zweiten Richtung mit einer Mikroskopoptik aufgefangen wer- 
den. Vorzugsweise wird hierbei in einer sogenannten 90°-Anordnung gearbeitet, d. h. An- 
regungs- und Detektionsstrahl bilden einen rechten Winkel zueinander. 

Von der Probe ausgehende Fluoreszenzstrahlung wird durch ein optisches System, vor- 
zugsweise eine Mikroskopoptik, auf den Detektor geleitet. Im Detektionsstrahlengang 
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konnen gegebenenfaUs optische Filter eingebracht werden, die Hintergrundstrahlung her- 
ausfiltern. Es ist jedoch ein Vorteil der vorliegenden Erfindung, dafl auf optische Filter ver- 
zichtet werden kann. Bei Verwendung einer Mikroskopoptik zur Aufiiahme emittierter 
Fluoreszenz wird das von der Mikroskopoptik ausgehende Strahlenbundel durch ein weite- 
res optisches System auf den Detektor fokussiert. Bei dieser sogenannten konfokalen An- 
ordnung ist es moglich, Detektoren mit kleiner aktiver Flache einzusetzen. Der Querschnitt 
der Detektorflache liegt dabei vorzugsweise unterhalb 500 ^im. Geeignete Detektoren 
verfiigen ferner uber eine hohe Photonenachweisempfindlichkeit, um mit den bei der 
gewahiten Anordnung auftretenden geringen Intensitaten eine Auswertung zu ermoglichen. 
Geeignet sind besonders Halbleiter Silizium-Detektoren aufgrund ihrer hohen Quanten- 
effizienz von bis zu 80 % im NIR-Bereich. Werden hingegen Photomultiplier eingesetzt, die 
eine verhaltnismaflig groBe aktive Detektorflache aufweisen, so wird die Flachenbegrenzung 
durch einen Raumfilter (Pinhole) im Strahlengang vorgenommen. 

Der Detektor wird aktiviert, nachdem die Lichtquelle aktiviert war und eine Karenzzeit T 2 
verstrichen ist. Die Aktivierungszeit des Detektors liegt im Bereich von 1 ns wahrend die 
Zeitauflosung der detektierten Signale bei etwa 300 ps liegt. Die Deaktivierung des Detek- 
tors kann langere Zeit in Anspruch nehmen, sollte jedoch 10 ns nicht uberschreiten. 

Die Signale des Detektors werden durch eine Aufnahmeeinheit aufgenommen. Eine Auf- 
nahmeeinheit besitzt einen sehr schnellen Konverter zur Umwandlung analoger Detektor- 
signale in digitale Werte, die gespeichert werden. Eine Auswertung der digitalen Werte wird 
vorzugsweise in Echtzeit vorgenommen, kann jedoch auch zeitlich verzogert erfolgen. Zur 
Auswertung der digitalen Werte kann ein gewohnlicher Mikroprozessor verwendet werden. 

Die im Zeitintervall T 3 erhaltenen Detektorsignale werden, gegebenenfalls nach Digitalisie- 
ning und weiterer elektronischer Bearbeitung, in SpeicherzeUen abgelegt, die einzelnen 
ZeitintervaUen zugeordnet sind. Ein derartiger Speicher besitzt beispielsweise 100 oder 
mehr SpeicherzeUen, die aufeinanderfolgenden ZeitintervaUen zugeordnet sind. Ein solches 
ZeitintervaU Uegt vorzugsweise im Bereich von 0,01 bis 1 Nanosekunden. Findet die Detek- 
tion eines Fluoreszenzsprozesses beispielsweise 5 Nanosekunden nach Bestrahlung statt, so 
wird in der Speicherzelle, die eine Zerfallszeit von 5 Nanosekunden mit umfaBt, ein Wert 
gespeichen. Der Wert kann zu der detektierten Signalhdhe proportional sein, vorzugsweise 
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wird jedoch ein Einheitswert abgespeichert, der anzeigt, daB ein FluoreszenzprozeB mit 
einer Lebensdauer in dem von der Speicherzelle abgebildeten Lebensdauerintervall aufge- 
treten ist. Besonders bevorzugt kann das vom Detektor erhaltene Signal auch bezuglich der 
Signalintensitat analysiert und festgestellt werden, von wievielen Einzelmolekulen das Signal 
ausgegangen ist. In der Speicherzelle wird nunmehr das der Molekulzahl entsprechende 
Vielfache des Einheitswertes abgespeichert. 

Der vorangehend beschriebene Speicherprozefi erfolgt fur jede der Einzelmessungen erneut, 
wobei eine Summation vorgenommen wird. Das heiBt, der nach einer Messung in einer be- 
stimmten Speicherzelle abzuspeichernde Einheitswert, oder gegebenenfalls ein Vielfaches 
davon, wird dem in der Zelle bereits vorhandenen Wert zugeschlagen. Die Summenkurve, 
die auf diese Weise mit den Messungen fur ein bestimmtes Probevolumen erhalten wird, 
kann ausgewertet werden, um zu ermitteln, weiche fluoreszierende(n) Molekulgmppe(n) im 
Probevolumen enthalten sind. Auf die Summenkurve konnen prinzipiell solche Auswerte- 
verfahren angewandt werden, wie sie auch fur Signalkurven eingesetzt werden, die mit 
einem groCen Molekulensemble erhalten wurden. Eine absolute Erfassung der Fluoreszenz- 
ereignisse auf wenige zehn Picosekunden genau, erlaubt eine globale Analyse der Photonen- 
statistik. Es konnen charakteristische H&ufungen oder Pausen in der globalen Photonenver- 
teilung erkannt und ermittelt werden. Es wird dadurch die Messung der Triplettlebensdauer 
eines Systems sowie die Ermittlung von Reaktionskinetiken moglich. Ebenso lassen sich auf 
diese Weise Diffusionszeiten durch das Detektionsvolumen messen, die einen RuckschluB 
auf die GrdBe des Analytmolekuls ermoglichen. Bevorzugte Auswerteverfahren fur die mit 
erfindungsgemaBen Verfahren gewonnenen Summenkurven werden im Folgenden beschrie- 
ben. 

Mit einem erfindungsgemaBen System kann eine Gesamt-PhotonensammelefFizienz von 5 
bis 10 % bezogen auf die eingestrahlte Photenenzahl errdcht werden. Dies ergibt sich aus 
einer Absorptionseffizienz der Fluoreszenzfarbstoffe von etwa 80 %, einer Emissionswahr- 
scheinlichkeit von etwa 90 % und einer Detektorempfindlichkeit von bis zu 70 %. Es wurde 
gefunden, daB etwa 200 detektierte Fluoreszenzereignisse ausreichen, um die Unsicherheit 
derUnterscheidung unterhalb 10" 4 zu driicken. Bei Konzentrationen von 10' 9 bis 10 12 mol/1 
sind dafur 5.000, besser 10.000 Messungen am gleichen Probevolumen ausreichend. Daraus 
ergibt sich, daB ein Probevolumen mit MeBzyklen im MHz-Bereich erfindungsgemaB 
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innerhalb weniger Millisekunden oder damnter untersucht werden kann. Es wurde 
gefunden, daQ fur das Auftreten eines Fluoreszenzereignisses der folgende Zusaramenhang 
zwischen Konzentration c[mol/l], MeBdauer T[s] und Detektionsvolumen V[l] besteht. 

c=l/(v -T)- lO^mol s 

Unter MeBdauer T wird T 3 • A verstanden, wobei A die Zahl der Zyklen ist, mit der Aktivie- 
rung und Detektion erfolgen. 

Bei Kenntnis der zu erwartenden Konzentration konnen Detektionsvolumen und/oder MeB- 
dauer so gewahlt werden, daB eine zur Auswertung ausreichende Zahl von Fluoreszenz- 
ereignissen erhalten wird. 

Ein System gemaB der Erfindung beinhaltet weiterhin eine Steuereinheit, die dazu ausgelegt 
ist, die Lichtquelle fur ein Zeitintervall T ( zu aktivieren und nach Verstreichen eines 
Zeitintervalls T 2 den Detektor fur ein ZeitintervaU Tj zu aktivieren. Eine derartige Steu- 
ereinheit ist geeignet, eine zeitaufgeldste Fhioreszenzmessung zu ermoglichen. Das Zei- 
tintervall T,, zu dem die Lichtquelle aktiviert ist, dient dazu, Analytmolekule in einen an- 
geregten Zustand zu uberfuhren, aus dem sie unter Aussendung von Fluoreszenzlicht in 
einen energetisch tieferen Zustand ubergehen. Die Zeit T| liegt vorzugsweise ira Bereich 
von 100 ps. Die Karenzzeit T 2 dient dazu, spontane Fluoreszenz der Probe, die nicht von 
den zu detektierenden Molekulgruppen ausgeht, aus der Messung auszuschlieBen. Vor- 
zugsweise liegt die Zeit T 2 im Bereich zwischen 0,1 und 10 ns. Wahrend des Zekintervalles 
T 3 ist der Detektor aktiviert und empflngt von der Probe ausgehende Fluoreszenzstrahlung. 
Die Zeit Tj wird vorzugsweise zwischen 20 und 100 ns gewShlt. Wahrend dieser Zeit T 3 
werden die Detektorsignale bezuglich Signalhohe und Zeitpunkt durch eine Aufnahme- 
einheit aufgenommen. Da die Messung an einzelnen oder zumindest sehr wenigen Mole- 
kiilen durchgeffihrt wird, erhalt man im Zeitintervall T 3 keine klassische Abklingkurve der 
Huoreszenz, sondern im Falle eines einzelnen Molekuls einen Signalpeak, der den Zeitpunkt 
bzw. das ZeitintervaU, in dem das individuelle Molekul Strahlung aussendet, kennzeichnet. 
Dadurch, daB die Messung wiederholt durchgefuhrt wird, kann eine statistische Auswertung 
erfolgen, aus der die Fluoreszenzlebensdauer ermittelt werden kann. Die Bestimmung der 
Fluoreszenzlebensdauer an einem oder wenigen Molektilen ist zunachst problemausch, da 
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vide Molekiile bei wiederholter Anregung zerfallen und daher nicht geeignet sind, die 
notwendige ZahJ von MeBzyklen zu iiberdauern, die notwendig sind, um eine Auswertung 
zu ermoglichen. Im Rahmen der voriiegenden Erfindung werden daher bevorzugt solche 
fluoreszierenden Molekulgruppen eingesetzt, die mindestens 1000 Fluoreszenzzyklen iiber- 
dauern. Aufgrund der bei der voriiegenden Erfindung verwendeten kleinen Probenvolumina, 
vorzugsweise im Bereich von 0,05 bis 10 Femtoliter, muB dafiir gesorgt werden, dafl das 
untersuchte Molekul bzw. das Molekulensemble wahrend der MeBdauer nicht durch 
Strdmungs- oder Diffusionsprozesse aus dem untersuchten Probevolumen hinauswandert. 
Diesem Umstand wurde erfindungsgemaB damit Rechnung getragen, dafl pro Millisekunde 
mindestens 1000 Meflzyklen durchgefuhrt werden. Weiterhin mussen zur Auswertung der 
MeBergebnisse geeignete statistische Verfahren herangezogen werden. 

Als zur statistischen Auswertung im Rahmen der voriiegenden Erfindung besonders ge- 
eignet haben sich die sogenannten Maximum-Likelihood-Methode sowie die Musterer- 
kennung erwiesen. Die wahrend der Detektionszyklen T 3 erhaltenen Signale werden zur 
statistischen Auswertung zeitaufgeldst im Speicher aufsummiert. Das bedeutet, die in ver- 
schiedenen MeBzyklen gemessene Intensity zu einem bestimmten Zeitintervall innerhalb T 3 
wird addiert. Dies erfolgt fur eine ausreichend groBe Zahl unterschiedlicher Zeitintervalle 
(beispielsweise 1000). Die in den einzelnen Speicherzellen enthaltenen Intensitatssununen 
sind proportional zur Wahrscheinlichkeit, dafl das untersuchte Molekulensemble innerhalb 
des jeweiligen Zeitintervalles Fluroszenzstrahlung aussendet. 

Bei der Maximun-Likelihood-Methode wird nunmehr eine Fluoreszenzlebensdauer ge- 
schatzt und die Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der die experimentell gemessene Wahr- 
scheinlichkeitsverteilung mit dieser Fluoreszenzlebensdauer erhalten worden ware. Die 
Fluoreszenzlebensdauer, die zu der hochsten Wahrscheinlichkeit fuhrt, wird als Maximum- 
Likelihood-Schatzer bezeichnet und ist das Ergebnis der statistischen Auswertung. Der 
Maximum-Likelihood-Schatzer wird mit den Fluoreszenzlebensdauern der unterschiedlichen 
Arten fiuoreszierender Molekulgruppen verglichen, die bei der Untersuchung eingesetzt 
wurden. Die Art fiuoreszierender Molekiilgruppe, die moglichst nahe an dem Maximum- 
Likelihood-Schatzer liegt, war im untersuchten Probevolumen vorhanden. 
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Bei der zweiten statistischen Methode, der Mustererkennung, werden wie bereits beschrie- 
ben die Intensitaten summiert, die in einem bestimmten Zeitintervall innerhalb T 3 erhalten 
werden. Die Mustererkennung erfolgt mit der folgenden mathematischen Formel: 

1*0)=^ niln^ ;N- 


Hierbei ist N die Summe aller uber den Zeitraum T 3 gezahlten Photonen. Die in einem Zeit- 
intervall i gezahlten Photonen werden mit n ; bezeichnet. Die GroBe p ; (j) gibt die Wahr- 
scheinlichkeit dafiir an, daB ein Fluoreszenzereignis in das Zeitintervall i fallt, wenn die ge- 
messene Substanz vom Typ j ist. Die Photonenzahlen ru stelien dernnach den Signalverlauf 
der durchgefiihrten Messung dar, wahrend die p ; Q) das Muster des Signalverlaufes fiir eine 
bestimmte Substanz angeben. Mit obiger Formel wird das Molekul bzw. werden die Mole- 
kule im vermessenen Probevolumen der Art fluoreszierender Molekulgruppe zugeordnet, 
f&r die bei Zugrundelegung des zugehfirigen pi (j) der Wert I* am kleinsten ist. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand einiger Figuren naher erlautert: 

Figur 1: Darstellung einer optischen Anordnung 

Figur 2: Der der Auswertung zugrundeliegende Volumenbereich 

Figur 3: Zeitlicher Veriauf des Meflverfahrens 

Figur 4: Mefiergebnisse aus Einzelmessungen 

Figur 5: Summenkurve aus den Einzelmessungen 

Figur 6: Summenkurve aus einer Vielzahl von Einzelmessungen an einem einzelnen Molekul 

Figur 1 zeigt prinzipiell den optischen Aufbau eines Systems gemaB der vorliegenden Erfin- 
dung. Die Probenflussigkeit befindet sich im dargestellten Beispiel in einer den Kapillare 
(10), von der ein Teil des Innenraumes uber eine Mikroskopoptik (1) auf einen Detektor (2) 
abgebildet wird. Vor dem Detektor befindet sich eine Blende (3), urn Hintergrundstrahlung 
auszuschlieBen. Zwischen Mikroskopoptik (I) und Detektor (2) befindet sich ein Strahl- 
teiler (4), uber den Licht aus einer Anregungslichtquelle (5) in die Mikroskopoptik (1) ein- 
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gekoppelt wird. Bei der Anregungslichtquelle handelt es sich im dargestellten Beispiel urn 
einen Diodenlaser Typ PLP 01 von Hamamatsu. Mit diesem DiodenJaser konnen Repeti- 
tionsraten von 10 MHz bei Pulsbreiten von < 100 pSek. und Pulsspitzenleistungen von uber 
50 mWatt realisiert werden. 

Dadurch, daB die Anregungsstrahlung uber die gleiche Optik eingekoppelt wird, mit der 
auch die Fluoreszenzstrahlung aufgefangen wird, kann erreicht werden, daB selektiv ein sehr 
kleiner Bereich des Probevolumens bestrahlt und von diesem Bereich ausgehende Fluores- 
zenzstrahlung ausgewertet wird. Durch diese Vorgehensweise ist das untersuchte Probe- 
volumen sehr genau raumlich definiert und eine Stoning der Messung durch Fluoreszenz 
von auBerhalb des untersuchten Bereiches kann verhindert werden. 

Bei dem in Figur 1 dargestellten Detektor (2) handelt es sich urn einen zeitkorrelierten 
Einzelphotonenzahler in Form einer Avalanche-Photodiode. Auf dem Gebiet der zeitauf- 
gelosten Fluoreszenzspektroskopie konnen Avalanche-Photodioden vorteilhaft eingesetzt 
werden, da sie im Vergleich zu Photomultipliern eine geringe Detektionsfl&che aufweisen. 
Avalanche-Photodioden konnen daher insbesondere in einer konfokalen Optik eingesetzt 
werden, bei der sich der zu untersuchende Raumbereich des Probevolumens im Brennpunkt 
eines ersten Linsensystems befindet, wahrend sich die Detektionsflache der Photodiode im 
Brennpunkt eines zweiten Linsensystems befindet. Bei dieser Anordnung gelangt nur Licht 
aus dem gewunschten Raumbereich auf die Photodiode, womit der Untergrundanteil der 
Messung stark reduziert werden kann. 

In der Figur 1 ist weiterhin zu erkennen, daB die Enden der Kapillare (10) in Fluidkontakt 
mit zwei Reservoirs stehen, in denen sich Probeflussigkeit befindet. Die Probeflussigkeiten 
sind ihrerseits mit jeweils etnem Pol einer Spannungsquelle (nicht dargestellt) verbunden, so 
daB Analytmolekule elektrophoretisch durch die Kapillare transportiert werden konnen. 

Figur 2 zeigt eine Darstellung des mit der Anregungslichtquelle bestrahlten Probevolumens 
(erstes Probevolumen) und des zugehfirigen Probevolumens (zweites Probevolumen), aus 
dem die Detektion vorgenommen wird. Im Idealfall uberlappen die dargestellten Bereiche 
vollst&ndig. Im praktisch realisierbaren Fall sind die Bereiche jedoch etwas gegeneinander 
verschoben, so daB sich das uberlappende Probevolumen, aus dem die Messung vorge- 
nommen wird, als Schnittmenge der beiden Volumina ergibt. Die dargestellten Verhaltnisse 
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treten dann auf, wenn sowohl cin fokussierter Anregungslichtstrahl verwendet als auch eine 
konfokale Detektion vorgenommen wird. Die Begrenzung der in Figur 2 skizzierten 
Volumenbereiche erfolgt lateral durch den Aufbau der Abbildungsoptiken und Blenden bzw. 
die als Blende wirkende Diodenflache. Transversal erfolgt die Begrenzung durch den 
Scharfebereich der Optik in Zusammenwirken mit einer Blende, die unscharfe Strahlen aus- 
blendet. 

Figur 3 zeigt den zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat iiber die Zeit, wie er durch 
Erstellung einer Summenkurve aus vielen Einzelmessungen mit erfindungsgemafien Ver- 
fahren erhalten werden kann. Im Zeitintervall T, erfolgt ein Anregungslichtimpuls, der eine 
hohe Flankensteilheit besitzt. Beim erfindungsgemaBen System kommt es nicht nur darauf 
an, dafi die Anstiegsflanke des Anregungspulses steil ist, sondem auch daB die Loschung 
der Lichtquelle mit sehr hoher Geschwindigkeit erfolgt. Insbesondere soil der Zeitraum Ti 
klein sein im Verhaltnis zur Fluoreszenzlebensdauer. Auf den Anregungslichtpuls folgt die 
Zeit T 2 , in der weder Lichtquelle noch Detektor aktiviert sind, um spontane Untergrund- 
fluoreszenz, die in diesen Zeitraum fallt, auszublenden. Die Summenkurve im Zeitintervall 
T 3 gibt statistisch das Abklingen der Fluoreszenzemission fiber die Zeit wieder. Aus der 
Summenkurve kann die Fluoreszenzlebensdauer der fluoreszierenden Molekulgruppen 
ermittelt werden. 

Figur 4 zeigt MeBergebnisse, die an demselben Molekul gewonnnen wurden. Auf der X- 
Achse der Finzelabbildungen ist die Zeit dargestellt, die nach Bestrahlung des Molekuls mit 
der Lichtquelle vergangen ist Auf der Y-Achse wird ein Einheitswert fur ein erhaltenes 
Detektionssignal abgetragen. Das in den Enzelabbildungen jeweils dargestellte grau unter- 
legte Kastchen gibt an, in welchem ZeitintervaU nach Bestrahlung des Molekuls die von dem 
Molekul imitierte Fluoreszenzstrahlung gemessen wurde. Da es sich bei der Fluoreszenz- 
emission um einen statistischen Vorgang handelt, wird die Fluoreszenzemission bei den 
einzelnen Experimenten auch fur dasselbe Molekul nach unterschiedlichen Zeiten detektiert. 

Figur 5 zeigt eine Zusammenstellung der Einzelniessungen aus Figur 4. Die bei den Einzel- 
messungen erhaltenen Einheitswerte werden filr die einzelnen Zeitraume summiert, so daO 
sich ein Diagramm ergibt, das anzeigt, wie haufig ein bestimmter Bereich der Fluoreszenz- 
lebensdauer bei den Messungen erhalten wurde. 
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Figur 6 zeigt eine der Figur 5 entsprechende Darstellung jedoch mit einer weiter hoheren 
Zahl von Einzelmessung n. Die in der Figur dargestellten Punkte geben an, wie haufig ein 
bestimmtes Intervall der Fluoreszenzlebensdauer bei den Messungen erhalten wurde. Auf 
der X-Achse ist wiederum die Zeiten von Bestrahlung des Molekuls bis zur Aussendung der 
Fluoreszenzstrahlulng aufgetragen. Die in der Figur dargestellte durchgezogene Linie stellt 
statistisch das Abklingen der Fluoreszenzintensitat dar. Im konkreten Experiment ergibt sich 
die statistisch ermittelte Fluoreszenzlebensdauer zu 3,7 ns. 
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Patentanspriiche 

1 System zur Unterscheidung von mindestens zwei unterschiedlich fluoreszierenden 
Arten von Molekulgnippen, die an Analytmolekule gebunden sind, durch zeitaufge- 
loste Fluoreszenzmessung mit 

- einer Lichtquelle, die ein erstes Probevolumen mit Licht bestrahlt, das geeignet ist, 
die mindestens zwei Arten von Molekulgnippen zur Fhioreszenz anzuregen, 

- einem Detektor zur Detektion von aus einem zweiten mit dem ersten Probe- 
volumen zumindest teilweise uberlappenden Probevolumen emittierter Fluores- 
zenzstrahlung, 

- einer Steuereinheit, die dazu ausgelegt ist, 

a) die Lichtquelle fur ein Zeitintervall T t zu aktivieren und 

b) nach Verstreichen eines Zeitintervalles T 2 den Detektor fiir ein Zeitintervall T 3 
zu aktivieren, 

wobei die Schritte a) und b) mindestens lOOOfech pro Millisekunde durchgefuhrt wer- 
den, die wahrend derZeitintervalle T 3 erhaltenen Detektorsignale durch eine Auf- 
nahmeeinheit aufgenommen und durch eine Auswerteeinheit ausgewertet werden und 
aus den zeitlichen Signalverlaufen im Zeitintervall T 3 ermittelt wird, welche der 
mindestens zwei Molekulgruppen im uberlappenden Probevolumen enthalten ist. 

2. System gemaB Anspruch 1, bei dem das uberlappende Probevolumen 0,05 bis 
10 Femtoliter betragt. 

3. System gemaB Anspruch 1, bei dem die Schritte a) und b) fur das bestrahlte Probe- 
volumen mindestens 5000fach pro MUlisekunde durchgefuhrt werden. 

4. System gemaB Anspruch 1, bei dem die Konzentration der Analytmolekule in der Pro- 
benflussigkeit Iff 9 bis Iff" mol/l betrfigt. 

5. System gemaB Anspruch 1, bei dem sich im bestrahlten Probevolumen 1 bis 1 0 gleich- 
artige Molekule befinden. 
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6. System gemafl Anspruch 1, bei dem die Analytmolekiile Nukleinsauren oder Frag- 
mente davon sind. 

7. System gemafl Anspruch 1 oder 6, bei dem vier verschiedene Arten fluoreszierender 
Molekiilgruppen venvendet werden, die jeweils an eine Art von Nukleotid gebunden 
sind. 

8. System gemafl Anspruch 1 oder 6, bei dem eine Art fiuoreszierende Molekulgruppe 
venvendet wird, deren Huoreszenzlebensdauer durch Wechselwirkung mit dem je- 
weiligen Analytmolekul bestimmt wird. 

9. System gemafl Anspruch 1, bei dem die Bestrahlung des Probevolumens durch eine 
Mikroskopoptik erfolgt. 

10. System gemafl Anspruch 1 oder 9 mit einer konfokalen optischen Abbildung zur Be- 
strahlung des Probevolumens und Detektion emittierter Fluoreszenz. 

11. System gemafl Anspruch 1, bei dem sich das Probevolumen innerhalb eines Zylinders 
befindet, dessen Querschnitt kleiner als SO jim ist. 

12. System gemafl Anspruch 1 oder 1 1, bei dem sich die Probe mit einer Linearge- 
schwindigkeit von weniger als 10 m/s bewegt. 

13. System gemafl Anspruch 1, 1 1 oder 12, bei dem die Probe durch einen Zylinder 
strQmt, dessen Wandung das untersuchte Probevolumen in zwei Raumrichtungen be- 
grenzt. 

14. System gemafl Anspruch 1, bei dem T 2 im Bereich zwischen 0,1 und 10 ns liegt. 

15. System gemafl Anspruch 1, bei dem T 3 im Bereich zwischen 20 und 1000 ns liegt. 

16. System gemafl Anspruch 1, bei dem die Lichtquelle ein Halbleiterlaser mit einer 
Wellenlange im Bereich von 620 bis 900 nm ist. 


17. 


Verwendung eines Systems gemafl Anspruch 1 zur Sequenzierung von Nukleinsauren. 
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1 8. Verfahren zur Unterscheidung von mindestens zwei unterschiedlich fluoreszierenden 
Arten von Molekulgruppen, die an Analytaiolekule gebunden sind, durch zeitaufge- 
ldste Fluoreszenzmessung, bei dem 

- mit einer Lichtquelle ein erstes Probevolumen mit Licht bestrahlt wird, das ge- 
eignet ist, die mindestens zwei Arten von Molekulgruppen zur Fluoreszenz anzu- 
regen, 

- mit einem Detektor, aus einem zweiten, mit dem ersten Probevolumen zumindest 
teilweise uberlappenden Probevolumen emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert 
wird, 

- mit einer Steuereinheit 

a) die Lichtquelle fur ein Zeitintervall T, aktiviert wird, 

b) nach Verstreichen eines Zeitintervalles T 2 der Detektor fur ein Zeitintervall T 3 
aktiviert wird, 

und bei dem die Schritte a) und b) mindestens lOOOfach pro Millisekunde durchge- 
fuhrt werden, die im Zeitintervall T 3 durch die Aufhahmeeinheit aufgenommenen De- 
tektorsignale durch eine Auswerteeinheit ausgewertet werden und aus den zeitlichen 
Signalverlaufen im Zeitintervall T 3 ermittelt wird, welche der mindestens zwei Arten 
von Molekulgruppen im Uberlappenden Probevolumen enthalten ist. 

1 9. Verfahren gemafl Anspruch 1 8 zur Durchfuhrung von Immunoassays. 

20. Verfahren gemSB Anspruch 1 8 zur Durchfuhrung von Nukleinsaure-Hybridisie- 
rungsassays. 


21. 


Verfahren gemSB Anspruch 18, bei dem die Auswertung der Detektorsignale im Zeit- 
intervall Tj erfolgt. 


22. Verfahren gemafl Anspruch 18, bei dem an demselben Probevolumen mindestens 
5.000 Einzelmessungen mit den Schritten a) und b) durchgefuhrt werden. 
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23. Verfahren gemaB Anspruch 18, bei dem die im Zeitintervall T 3 aufgenommenen 
Detektorsignale in einem Speicher gespeichert werden, wobei der Speicher eine Viel- 
zahl von Speicherzellen besitzt, die aufeinanderfolgenden Zeitintervallen zugeordnet 
sind und die Speicherung in der Speicherzelle erfolgt, die ein Zeitintervall umfaCt, in 
die die bei der Messung detektierte Zeit zwischen Bestrahhing und Emission fillt. 

24. Verfahren gemaB Anspruch 23, bei dem ein Einheitswert oder ein Vielfaches eines 
Einheitswertes abgespeichert wird. 

25. Verfahren gem&B Anspruch 23 oder 24, bei dem in dem Speicher eine Summation der 
abgespeicherten Werte vorgenommen wird, so daB sich fur die in einem Probe- 
volumen durchgefiihrten Einzelmessungen eine Summenkurve ergibt. 

26. Verfahren gem&B Anspruch 25, bei dem die Summenkurve statistisch ausgewertet 
wird, urn eine Fluoreszenzlebensdauer zu ermitteln und damh die im Probevolumen 
vorliegende Molekulgruppe zu identifizieren. 
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